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摘要 : 过 渡 重 白 2 基 因 (1np2) 是 圆 形 精子 细胞 特异 表达 的 基因 。 为 了 开展 绵羊 圆 形 精子 细胞 标记 基因 的 研究 ， 
根据 GenBank 上 已 公布 的 牛 的 cDNA 序 列 设计 引物 ， 采用 RT-PCR 和 分 子 克隆 方法 ， 克 隆 了 蒙古 绵羊 tnp2 基 因 cDNA 
部 分 编码 区 序列 。DNA 序列 测定 结果 与 牛 的 核 音 酸 序列 比 对 ， 同 源 性 为 95.3%。 根 据 绵 羊 mp2 基 因 的 cDNA 序列 
设计 引物 ， 对 共 培 养 的 四 月 龄 绵羊 奋 丸 生殖 细胞 进行 RT-PCR 鉴 定 。 结 果 显 示 体 外 共 培 养 的 绵羊 举 丸 生殖 细胞 一 
直到 第 十 周 后 仍 有 圆 形 精子 细胞 产生 。 绵 羊 mmp2 基 因 的 cDNA 克隆 和 序列 测定 为 进一步 研究 绵羊 精子 发 生 过 程 黄 
定 了 基础 。 
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Cloning of Sheep tnp2 Gene and Transcription Analysis of Round 
Spermatid Cells in the in vitro Co-culture System 


BAI Yin-ba-tu, LUO Fen-hua, HU Tian-yuan, HOU Yue, WU Ying-] i 


(The Key Laboratory for Mammalian Reproductive Biology and Biotechnology, Ministry of Education, Inner Mongolia University, 
Inner Mongolia Hohhot 010021, China) 


Abstract: The transition protein-2 gene (tnp2) have been reported as the round spermatid-specific marker gene. 
However, the DNA sequence of tnp2 gene in Ovis aries have not been reported. In order to study the sheep round 
spermatid-specific marker gene, we designed primers according to the reported Bos taurus tnp2 gene cDNA sequences in 
the GenBank. The partial CDS was amplified by RT-PCR. The PCR fragment was inserted into the T-A cloning vector 
pMD19-T. The partial nucleotide sequences of Mongolia sheep tnp2 gene were compared with the counterpart sequences 
of Bos taurus, and the nucleotide homology was 95.3%. Using the primers designed according to the tnp2 cDNA 
sequence, the tnp2 gene transcription expression in the co-cultured cells derived from four-months old sheep testis was 
assessed by RT-PCR. The results demonstrate that the round spermatid cells are generated in the co-culture system until 
ten weeks in vitro. The cDNA cloning and sequencing lay down a foundation for further study on spermatogenesis of 
sheep. 


Key words: Sheep; inp2 gene; Cloning; Sequence analysis; Round spermatid 














































































































哺乳 动物 的 精子 发 生 是 一 个 在 曲 细 精 管内 非 ” FSH (follicle-stimulating hormone) 等 促 性 腺 激素 调 
常 复杂 的 生殖 细胞 发 育 过 程 。 精 子 发 生 过 程 中 ， 二 控 ， 同 时 也 受精 原 细胞 和 体 细胞 相互 作用 的 调控 
倍 体 精 原 细胞 通过 有 丝 分 裂 分 化 成 精 母 细胞 ， 接着 (Skinner, 1991; Kierszenbaum, 1994; Griswold， 
精 母 细胞 通过 减 数 分 裂 产 生 单 倍 体 精子 细胞 ， 随 后 1995), 然而 具体 机 制 还 不 是 十 分 清楚 。 近 些 年 ， 生 
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精子 细胞 进行 形态 分 化 产生 精子 (Parvinen，1982)。 殖 细 胞 体外 培养 技术 的 发 展 为 精子 发 生 过 程 的 体 
精子 发 生 过 程 不 仅仅 受 LH (luteinizing hormone ) 和 外 重演 提供 了 可 能 ， 使 研究 者 便于 通过 体外 培养 的 
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3 期 音 巴 图 等 : 绵羊 tnp2 基因 的 克隆 及 划 
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培养 系统 中 圆 形 精子 细胞 的 转录 分 析 
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方法 来 鉴别 生殖 细胞 分 化 、 减 数 分 裂 和 精子 发 生 过 
程 中 起 作用 的 因子 和 基因 等 。 

初级 精 母 细胞 分 裂 产 生 单 倍 体 的 圆 形 精子 旨 
胞 ， 标 志 着 精子 变态 过 程 的 开始 。 精 子 变 态 经 历 了 
复杂 的 形态 、 生 化 和 生理 变化 ， 这 些 变化 都 伴随 着 
阶段 特异 性 基因 表达 。 圆 形 精 子 细胞 和 其 后 的 分 化 
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书 的 操作 程序 提取 绢 羊 墨 丸 组 织 总 RNA， 用 紫外 分 
光 光 度 仪 测定 RNA 浓 度 后 ， 置 于 -80'C 冰 箱 保存 备 
用 。 
1.4 RT-PCR 扩 增 

利用 M-MLV 反 转录 酶 并 按照 使 用 说 明 书 的 操 
作 程 序 进行 反 转 录 反 应 ， 得 到 cDNA 第 一 链 。 以 得 





















































形态 的 鉴定 对 这 一 过 程 的 研究 具有 重要 意义 。 但 是 
至 今 为 止 还 未 见 用 于 鉴定 圆 形 精子 细胞 的 抗体 ， 使 
得 体内 外 圆 形 精子 细胞 相关 的 研究 缺乏 可 靠 的 依 
据 。 只 从 形态 特征 判定 圆 形 精子 细胞 是 不 够 精确 
的 。 过 渡 和 蛋白 2 基因 (transition protein-2 gene, tnp2) 
是 在 雄性 生殖 细胞 减 数 分 裂 后 期 表达 的 一 个 基因 ， 
其 mRNA 最 先 在 圆 形 精 子 细胞 中 合成 并 储存 , 直至 










































































































































































到 的 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 利 用 计算 机 软件 CLC 
Free Workbench 4 对 已 知 的 人 、 大 鼠 、 小 鼠 、 牛 、 

猪 和 黑猩猩 的 tp2 基 因 的 核 背 酸 序列 进行 同 源 比 
较 ， 得 出 tnp2 cDNA 序列 的 保守 区 。 根 据 保 守 区 中 
牛 的 imp2 基 因 (GenBank accession number:NM __ 
174200) 的 cDNA 编码 区 序列 ， 设 计 一 对 PCR 引 物 。 

上 游 引 物 (P1): 5 CCTATGGACACCCAGACT- 



























































在 长 型 精子 细胞 中 被 激活 指导 翻译 (Hecht，1990; 
Marret et al，1998)。 因 此 ， 可 通过 检测 tnp2 基因 的 
转录 表达 来 判断 雄性 生殖 细胞 体外 共 培 养 体系 中 
圆 形 精子 细胞 的 存在 。 目 前 已 成 功 克隆 了 人 、 牛 、 
猪 、. 黑 猩猩 .小 鼠 和 大 鼠 的 tnp2 基因 ,但 绵羊 的 tnp2 
基因 尚未 报道 。 为 了 进一步 研究 绵羊 的 精子 发 生 过 
程 , 本 研究 克隆 了 绵羊 tnp2 基因 的 cDNA 部 分 编码 
区 ， 为 圆 形 精子 细胞 特异 表达 基因 的 转录 表达 分 析 
提供 了 条 件 。 同 时 通过 RT-PCR 法 对 我 们 建立 的 绵 
羊 雄性 生殖 细胞 体外 共 培 养 体系 中 tnp2 基因 的 转 
录 表 达 进 行 分 析 ， 来 检测 该 体系 中 是 否 有 圆 形 精子 
细胞 的 形成 ， 从 分 子 水 平 上 对 体外 培养 的 圆 形 精子 
细胞 进行 鉴定 ， 以 期 为 进一步 研究 绵羊 体外 精子 发 
生 过 程 打下 基础 。 


1 材料 与 方法 


试剂 及 耗材 
pMD19-T 载 体 、 限 制 性 内 切 酶 和 T4 DNA 连 接 
酶 、M-MLV 反 转录 酶 、ExTaq DNA 聚 合 酶 和 DNA 
Marker 等 均 购 自 TakaRa 公 司 ， 总 RNA 提 取 试 剂 盒 
(CatNO.DP419) 购 自 北 京 天 根 公 司 ， 胶 回收 试剂 盒 
(Cat.NO.28704) 购 自 QIAGEN 公司 ，Ecoli DH5a 感 
受 态 细胞 为 本 实验 室 保 存 。 其 它 化 学 试剂 为 国产 分 
析 纯 。 
1.2 试验 材料 

成 年 蒙古 绵羊 浴 丸 取 自 于 内 蒙古 穆斯林 履 罕 
场 ， 带 回 实验 室 后 置 于 -80'C 冰 箱 保存 备用 。 
1.3 ” 粤 丸 组 织 的 总 RNA 的 制备 

从 绵羊 蝇 丸 组 织 块 分 离 总 RNA 。 利 用 
TIANGEN 公 司 的 总 RNA 提 取 试 剂 盒 按照 使 用 说 明 










































































































































































































































































1.1 


























































































































CAC 3'; 下 游 引物 (P2): 5' AGTTGTACTTCCGTC- 
CTGAGC 3'。PCR 反 应 体系 为 10nL， 扩 增 条 件 为 : 
94'C 预 变性 4min; 94C 变 性 40s, 56'C 退 火 40s, 72°C 
延伸 40s， 共 进行 35 个 循环 ，72'C 延 伸 10min。Mg” 
浓度 通过 梯度 测试 法 优化 。 PCR 产 物 在 1% 的 琼脂 糖 
凝 胶 通 过 电泳 分 离 ， 在 0.01% 的 省 化 乙 锭 (ethidium 
bromide，EB) 溶液 中 染色 ， 在 紫外 光 激 发 下 通过 
凝 胶 成 像 仪 (Bio-Rad，P91) 拍摄 图 片 。 
1.5 cDNA 克隆 载体 的 构建 与 鉴定 

按照 Mg 浓度 优化 后 的 条 件 扩大 PCR 反 应 ， 然 
后 利用 QIAGEN 胶 回收 试剂 盒 回 收 目的 片段 
cDNA。 测 定 浓度 后 ， 按 照 T-A 克 隆 载体 pMD19-T 
的 使 用 说 明 书 将 获得 的 cDNA 目的 片段 连接 到 
pMD19-T 克 隆 载体 上 , 获得 重组 DNA。 将 重组 DNA 
转化 E.coli DH5a 感 受 态 细胞 ， 在 含有 X-gal、IPTG 
和 氨 率 青 霍 素 的 LB 平板 培养 基 中 37C 培 养 14h 后 进 
行 蓝 白斑 第 选 。 选 择 白色 菌落 ， 用 质粒 提取 试剂 盒 
提取 质粒 ，PCR 法 筛选 阳性 质粒 ， 限 制 性 内 切 酶 
HindII[ 和 BamH1 双 酶 切 鉴定 重组 质粒 。 将 鉴定 阳性 
的 重组 质粒 送 至 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 责任 公司 
进行 测序 。 
1.6 生物 信息 学 方法 

tnp2 基 因 cDNA 序 列 用 NCBI 网 站 上 的 BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 进 行 序 列 比 
对 。 通 过 DNAstar(Lasergene7.1) 软 件 推 导 tnp2 基 因 乍 
白质 的 氨基 酸 序 列 ， 并 使 用 DNAstar 分 析 软 件 
MegAlign Clustel W (Slow/ Accurate) 对 绵羊 和 其 他 
甫 乳 动 物 的 tnp2 进 行 CDNA 核 苷 酸 序列 的 同 源 性 比 
1.7 ”RT-PCR 检测 体外 培养 的 生殖 细胞 中 tnp2 基 
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因 的 转录 表达 

参照 本 实验 室 已 建立 的 睾丸 生殖 细胞 体外 培 
养 方法 (Wu et al，2005; Zhang et al，2007)， 取 4 
月 龄 绵羊 墨 丸 组 织 ， 进 行 体外 共 培 养 。 取 组 织 块 及 
原 代 共 培 养 期 间 2 一 10 周 的 细胞 ,提取 总 RNA， 以 
反 转 录 得 到 的 cDNA 第 一 链 为 模板 ， 以 绵羊 gapdh 
的 编码 cDNA 为 内 部 参照 , 根据 本 研究 克隆 的 tnp2 
cDNA 编码 区 序列 设计 一 对 引物 ， 进 行 RT-PCR 分 
析 ， 引 物 如 表 1。 同 时 取 绵 羊 肝脏 组 织 作 为 转录 表 
达 对 照 。 
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2.1 tnp2 基 因 cDNA 的 克隆 及 重组 质粒 的 筛选 和 

鉴定 

以 蒙古 绵羊 成 年 举 丸 组 织 总 RNA 为 模板 ， 经 
RT-PCR 有 反应 ， 得 到 一 个 约 384bp 的 片段 (图 1)， 与 预 
期 的 cDNA 片段 大 小 相符 。 胶 回收 REPCR 反 应 扩 增 
产物 ， 回 收 产 物 与 BMD19-T 载 体 (2962bp) 连 接 ， 连 
接 产物 转化 E.coli DH5a 获 得 阳性 克隆 。 提 取 质 粒 
DNA， 用 PCR 法 筛选 重组 质粒 ， 经 限制 性 内 切 酶 
BamH I 和 HindIll[ 双 酶 切 鉴 定 。 阳 性 重组 质粒 经 
DNA 序 列 测定 结果 表明 ， 插 入 片段 长 384 bp， 经 过 
序列 比 对 ， 证 明 这 个 片段 确实 是 绵羊 的 mp2 基 因 的 


































































































2 结 果 
cDNA 序列 。 
表 1 RT-PCR 引 物 
Tab.1 QOligonucleotides used for RT-PCR 
的 基因 引物 序列 产物 大 小 (bp) 退火 温度 (C) 
Target gene Sequence of primers Product size Annealing temperature 
i P3: AAAGCCACGCCTGCAACCAGTG (Fw) 199 61 
4 Pp4: TGGTGGGAGTGCATGGTGTATCTGTG (Rv) 
P5: CATCACCATCTTCCAGGAGCGAG (Fw) 
gapdh 754 58 


P6: CACCCTGTTGCTGTAGCCGAAT (Rv) 


(bp) 
2000 一 


1000 一 
750 一 一 
500 一 


(bp) 
一 -384 
250 一 
100 一 - 




















图 1 tip2 基 因 RTPCR 产 物 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 
Fig. 1 The RT-PCR products of tnp2 cDNA 
M: DL2000 DNA 分 子 量 标准 ; 1: RT-PCR 产物 。 
M:DL2000 DNA Marker; 1:The RT-PCR products of tnp2 gene. 








2.2 ”绵羊 tnp2 基 因 cDNA 核 音 酸 序列 分 析 及 同 源 性 
比较 

在 其 他 物种 cDNA 已 知 序 列 的 基础 上 ， 通 过 

RT-PCR 方 法 将 绵羊 np2 的 cDNA 扩 增 , 得 到 了 384bp 

的 tnp2 cDNA 编码 区 核 音 酸 序 列 。 其 中 克隆 出 的 部 
































分 ORF 长 度 为 340bp， 编 码 113 个 氨基 酸 残 基 (图 2)。 
通过 同 源 性 比较 , 绵羊 mp2 基 因 cDNA 核 芽 酸 序列 与 
牛 (NM_174200) 的 同 源 性 最 高 ,达到 95.3%。 而 与 猪 
(X57989)、 人 (NM _ 005425)、 黑 猩猩 (XM_ 
001141940)、 大 鼠 (NM_017057) 和 小 鼠 (NM _013694) 
的 同 源 性 分 别 为 77.2%、67.4%、67.1%、66.7% 和 
64.9%。 
2.3 ”绵羊 雄性 生殖 细胞 体外 共 培 养 体系 中 圆 形 精 
子 细胞 形成 的 检测 
jgapdh 作 为 内 部 参照 ， 对 不 同 培养 时 间 的 绵 
羊 摆 丸 生 殖 细胞 样品 进行 inp2 基因 的 RT-PCR 检 测 ， 
得 到 了 199bp 的 PCR 产 物 ( 图 3), 与 预期 的 片段 大 小 
相符 。 结 果 显 示 在 4 月 龄 及 成 年 界 丸 组 织 和 体外 共 
培养 2 一 10 周 的 生殖 细胞 中 均 检测 到 了 tnp2 基因 的 
转录 表达 ,但 是 在 肝脏 组 织 中 没有 检测 到 tnp2 基 
的 转录 表达 (图 3)。 


3 讨 论 


精子 发 生 是 从 精 原 细胞 分 化 为 雄性 配子 的 复 
杂 的 生物 学 过 程 。 此 过 程 主 要 由 3 个 阶段 组 成 : 减 
数 分 裂 前 期 阶段 ， 二 倍 体 精 原 细胞 分 化 为 二 倍 体 初 
级 精 母 细胞 ， 减 数 分 裂 阶段 ， 精 母 细胞 经 两 次 连续 
减 数 分 裂 转变 为 单 倍 体 圆 形 精 子 细胞 ， 精 子 形成 阶 
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3 期 


M: DL2000 DNA 分 子 量 标准 ; 1: 4 月 龄 绵羊 界 丸 组 织 ;，2 
12: 绵羊 肝 组 织 ; 





年 绵羊 举 丸 组 织 ; 
































其 在 体外 共 培 养 系统 中 





到 形 精 子 细 胞 的 转录 分 析 


i 巴 图 等 : 











绵羊 tnp2 基因 的 克隆 及 

















区 GCCTCTCGGCCCCRRRGCCRCGCCTGCRRCCRGTGCRGCTGCRGCCRCCRCTGCCRG 
[ES Sh SB oc A NO rt 0 cg 
[RGCCGCGGCCGCAGCCGGAGCTGCCGCAGCCGCARGCCGCARGCCGCAGCCGGAATTCCAGOC 
[Ss hn BR Sh A BR i hb S Be eS hs -BR MN IS | 
[CGGCGCCGGAGGAGCCACCGOCAGCCCCOCGGGGCACCAGGGCTCAGGCCCCAGCCCTECT 
I BB EB Sb CS He Roe Pp NB Hi Md BG So pb ks Pp 
BRS SU SCA ASM IMA ORTOP ETANG ISO Reo 














Be Hb | | eb ob A El 
TR CCC RN CT Rd 
ES GS SH SS SK NR KN LE So Ko Ye le Ke Se Ka 





[GTCAAGAGGAGCAAGCAGGTGTACAAAAGAAAGAGGCAGA 
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图 2 绵羊 mp2 cDNA 的 核 音 酸 序列 及 113 个 氨基 酸 序 列 
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Fig.2 The nucleotide sequences of sheep tnp2 gene cDNA and 113 amino acid 
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图 3 


绵羊 睾丸 生殖 细胞 体外 共 培 养 系统 中 tnp2 的 RT-PCR 分 析 
Fig.3 The tnp2 RT-PCR analysis of testicular germ cells of sheep co-cultured in vitro 
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10: 绵羊 浴 丸 生殖 细胞 与 Sertoli 细 胞 体外 








13: 水 。 





培养 从 第 2 至 第 10 周 的 样品 ; 
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11: 成 


M: DL2000 DNA Marker; 1: Testis tissues of the 4-month sheep; 2 一 10: Sheep testis germ cells co-cultured with Sertoli cells in vitro from 2nd week 


to 


段 ， 精 子 细胞 分 化 为 精子 。 在 哺乳 动物 精子 发 生 过 






















































































0th week; 11: Testis tissues of the adult sheep; 12: The sheep liver tissues; 13: H2O. 


重 日 颗粒 形式 储存 长 达 5 一 7 天 ， 



































至 在 长 型 精子 细 
















































































程 中 配子 核 形 态 和 组 成 均 发 生 了 改变 ， 精 原 细胞 和  ” 胞 中 被 激活 指导 翻译 。 过 渡 和 蛋白 2(transition 

精 母 细胞 的 染色 质 蛋 白 像 大 多 数 体 细胞 一 样 主要 ” protein-2，TP2) 是 形成 鱼 精 蛋 白 进 而 完成 染色 质 凝 
组 和 蛋白 组 成 。 在 减 数 分 裂 阶段 ， 精 原 细 胞 和 精 母 ” 聚 所 必需 的 (Meistrich et al, 2003; Zhao et al, 2004)。 
细胞 的 染色 质 中 可 检测 到 很 多 新 的 组 蛋白 变种 。 随 ”为 了 研究 绵羊 的 精子 细胞 形成 和 变态 过 程 ， 我 们 克 
后 生殖 细胞 进一步 分 化 进入 精子 形成 阶段 ， 许 多 组 ” 隆 了 绵羊 的 tnp2 基 因 。 

蛋白 被 过 渡 和 蛋白 替换 ， 然 后 顺序 性 的 被 鱼 精 和 蛋白 替 Reinhart et al(1991) 报 告 了 牛 的 tnp2 基 因 和 氨基 
换 ， 形 成 精子 的 核 鱼 精 蛋白 (Zhao et al，2004)。 在 ” 酸 组 成 (NM_ 174200〉 ， 目 前 绵羊 mmp2 基 因 序 列 尚 


























这 个 过 程 中 ， 染 色 质 发 生 了 转变 ， 转 录 活 性 的 核 转 ”未 报道 。 本 和 

变 为 精子 中 静止 的 核 , 这 需要 大 量 的 DNA 结 合 蛋 白 。” 功 克 隆 了 tnp2 基 因 

的 瞬时 表达 调节 。 因 此 ， 对 于 精子 发 生 过 程 中 单 倍 ”tnp2 基 因 的 部 分 cDNA 序 列 ， 

体 阶段 调节 基因 表达 的 分 子 和 分 子 机 制 的 研究 是 。 础 ,对 绵 

非常 吸引 人 的 。tnp2 基 因 是 在 雄性 生殖 细胞 减 数 分 。 序列 的 同 

裂 后 期 表达 的 一 个 基因 ， 在 精子 形成 过 程 各 种 测 丸 。” 序列 具有 95.3% 的 同 源 性 。 而 与 猪 、 人 、 

















的 。 






























































究 通 过 RT-PCR 和 分 子 克隆 技术 ， 成 


































































































蛋白 调控 中 ， 其 转录 和 翻译 的 调节 机 制 是 具有 代表 
研究 发 现 ， 在 鼠 类 中 tnp2 基 因 





在 圆 形 精子 细胞 ! 














合成 ， 












































的 cDNA 编 码 区 片段 , 获得 了 绵羊 





为 克隆 全 序列 打下 基 


和 % 羊 和 其 他 哺乳 动物 的 mp2 进 行 CDNA 核 共 开 
源 性 比较 发 现 ， 该 扩 增 序列 与 牛 的 核 苷 本 








总 如 





黑猩猩 、 

































































大 鼠 和 小 也 比较 也 具有 
的 mRNA 首先 因 在 进化 上 具有 一 定 的 保守 性 ， 
以 无 翻译 活性 的 mRNA 核 ”中 具有 非常 高 的 保守 性 。 


较 高 的 同 源 性 。 说 明 tnp2 基 
特别 是 在 反刍 动物 





266 动 物 











目前 ， 国 内 外 学 者 相继 在 小 鼠 、 大 鼠 和 和牛 等 动 
物 上 成 功 地 建立 了 生殖 细胞 体外 培养 的 方法 ， 并 利 
用 体外 共 培 养 系统 对 精子 发 生 过 程 中 相关 因子 和 















































基因 进行 了 研究 (Lee et al，2001; Iwanami et al， 
2005; Huleihel et al，2007) 。 本 研究 采用 四 月 龄 的 






































绵羊 举 丸 进行 体外 共 培 养 。 通 过 RT-PCR 法 分 析 显 
示 ， 此 四 月 龄 的 界 丸 组 织 已 经 存在 圆 形 精子 细胞 
(图 3) 。 对 4 月 龄 的 测 丸 组 织 制备 的 共 培 养 体系 进 
行 基因 的 转录 表达 分 析 ， 结 果 显 示 从 2 一 10 周 一 直 
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